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(15 4-5)％ ，(17 4-5)％ and(7．4 4-3．3)％ ，respectively(P <0．05)，they still possessed the phenotype 

0f imDC．There exhibited no obvious difference in cmp value between fresh imDC[(463 4-1 04)min ]and 

cryopreserved imDC[(512 4-78)min ]，(P>0．05)．The cpm in control group was(488 4-197)min一． 
The stimuIlation index in all groups was lower than 2，and both fresh imDC and cryopreserved imDC could not 

stimulate the proliferation of non—sensitized T lymphocyte． Conclusion The cryopreserved imDC exhibits 

immature characteristic in cell phenotypes，function and good cell activity，indicating that the method of 

cryopreservation of imDC is feasible． 
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利用未成熟树突状细胞(immature dendritic cell， 

imDC)在 同种器官移植 中诱导 抗原 特异性 免疫耐 

受 ，并维持其耐受状态 已成为研究热点。树 突状细 

胞(DC)在体 内含量低 ，在促成熟物质的作用下 imDC 

容易受其刺激而发育成熟，不能很好地保持其不成熟 

特性来诱导免疫耐受，反而引起免疫排斥。对 imDC 

进行低温冻存是解决这些问题 的较好选择。为此笔 

者观察了低温 冻存 前后 imDC的生物 学特性 ，以期 

为 imDC的临床应用提供可靠的保存方法 。 

材料与方法 

一

、主要试剂及标本来源 

RPMI 1640细胞 培养液 (美 国 Sigma公 司)，标 

准胎牛血清(FCS)、人 淋 巴细胞分离液 (天津 TBD 

公司)，重组人 白细胞介素 (rhIL)4、重组人粒细胞 

巨噬细胞集落刺激因子 (rhGM．SCF，美国 Santa Cruz 

公司)，二甲亚砜 (DMSO，美 国 Sigma公 司)，异硫氰 

酸荧光素(FITC)标记的 鼠抗人 CD1a(美 国 Bioleg— 

end公司)，CD14、CD80、CD83、CD86和人类 白细胞 

DR抗原(HLA-DR，法国 Diaclone公 司)，小 鼠 IgG1、 

IgG2b(美国 Cahag公司)，氚标记胸腺嘧啶脱氧核苷 

( H-TdR)购 自北 京中国原子能研究所。脐 血标 本 

来源于本院妇产科健康足月剖宫产新生儿 (产妇均 

知情同意)。外周血标本来 自健康志愿献血者 ，肝素 

抗凝浓度为 20—25 U／ml。 

二 、单个核细胞(MNC)的增殖培养 

取脐血 40—50 ml，用淋 巴细胞分离液梯度离心 

(500×g离 心 20 min)分 离 MNC，磷 酸盐缓 冲液 

(PBS)离心洗涤 4次后 ，用含体积分数 10％ FCS的 

RPMI 1640培养液制备 MNC悬液，放入培养瓶，37 

℃、体积分数 5％CO 培养箱培养 2 h，吸去非贴壁细 

胞 ，重新加 入 5 ml含体 积 分 数 10％ FCS的 RPMI 

1640，添加 rhGM-CSF和 rhlL-4各 100 g／L后继续 

培养。半量换液 ，1次／2 d，并补充培养液及各种细 

胞 因子至全量。 

三 、imDC的冻存和复苏 

取 DMSO 150 l，加入 4℃预冷 的 RPMI 1640 

至 750 l作为保护剂。imDC重悬于 750 l含体积 

分数 10％FCS的 RPMI 1640，置于 4℃ 冰箱 1 h，缓 

慢加入保护 剂，使 DMSO体 积分 数为 10％ ，转入冻 

存管 ，放入 一80℃冰箱 ，12 h后置于 一196 oC液氮装 

置中保存。30～35 d后取 出冻存管 ，迅速放入 40℃ 

水浴复温，细胞悬液融化后立 即吸出，加入 l0 ml含 

体积分数 10％FCS的 RPMI 1640稀释，200 g离心 

5 min，重复洗涤 3次 ，细胞重新悬浮 于 RPMI 1640 

培养液 中待检。 

四、检测指标 

1．新鲜 imDC与冻存 imDC的形态学观察和锥 

虫蓝拒染回收率(TBR)检测 ：在光学相差显微镜下 

观察 imDC的形态。培养第 7天收获 imDC，调整细 

胞含量为 5×10 ／ml，吸取 0．5 ml置 于清洁盖玻 片 

上 ，自然干燥后 ，加入体积分 数 2．5％戊 二醛 固定。 

常 规 制 片，在 扫 描 电镜 下 观 察 、照 相。计 算 TBR 

(％)=冻存后细胞数 ÷冻存前细 胞数 ×锥虫蓝拒 

染率。 

2．新鲜 imDC与冻存 imDC表型的检测 ：将培养 

的 imDC以 2×10’／ml悬浮于 1 ml PBS，离心(400× 

g离心 5 min)洗 涤 2次后 ，重新悬浮于 0．2 ml PBS 

中，再分 别加 入 FITC标 记 的 鼠抗 人 CD1a 20 l、 

CD80 10 l、CD83 10 l、CD86 10 l、CD14 20 l、 

HLA-DR 10 l及 相应 同型对 照 ，4℃孵 育 30 min 

后 ，PBS离心(400 g离心 5 min)洗涤 2次，细胞重 

新悬浮于 0．5 ml PBS，流式 细 胞仪 (FACS Caliber 

型，美国 BD公司)检测 。 

3．混合淋 巴细胞反应 (MLR)检测未 致敏 T淋 

巴细胞增殖情况 ：DC重新悬浮于 1 ml RPMI 1640 

培养液中，洗涤 3次后调整细胞浓度 为 1×10 ／ml。 

尼龙毛法⋯收集外周血 MNC中的 T淋巴细胞 ，调整 

其浓度为 1×10。／ml。在 96孑L培养板上 ，分为对照 

组 ：每孔加入 T淋巴细胞 2×10 个 ；新鲜 imDC组 ： 

每孑L加入新鲜 DC和 T淋巴细胞各 1×10 个 ：冻存 

imDC组 ：每：fL~u入冻存 DC和 T淋巴细胞各 1×10 

个 。每组 5个复孑L，终体 积均 为 200 l。将培养板 

置 于37℃ 、体积分数5％CO 培养箱内孵育 72 h，培 

养结束前 18 h，每孑L加入 1．85×10 Bq H．TdR。在 
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综 上所进 ．本研 究 利用 脐 血 来源 的 MNc 培养 

i rnDC，经过低 温冻存 后 能够 获樽 满 意的 回收 丰 间 

时 浚细胞县 右 ImDC的 型 彤 忐．慨水 平表 达 刺 

激分 子 CD80和 CD86，体 外激 发末致 敏 1淋 岜细胞 

增殖 的能 力较 弱 结果 表明违种 力往能 够 K期 有敬 

保存 imDC 
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